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Aureimonas 属細菌の植物相互作用とゲノム構造に関する研究  
地圏共生遺伝生態分野  







地上部の師管で発現する GmNARK 受容体あるいは LjHAR 受容体を経由するため、GmNARK
あるいは LjHAR1 変異体は、根粒が過剰に形成される根粒超着生表現型を示す。当研究室では、
圃場で栽培したダイズ地上部に生息する細菌の群集構造解析が行われ、GmNARK 変異体におけ






粒数超着生変異体における Aureimonas 属細菌の生菌数や生息場所を比較した。  
 また Aureimonas 属細菌の遺伝的な特徴およびゲノム構造を理解するため、第一章で分離し
た Aureimonas 属細菌 AU20 株の全ゲノム塩基配列を決定したところ、リボソーム RNA オペロ
ン  (rrn) が最大のレプリコンではなく、わずか 9.4 kb のレプリコンに存在することを発見した。
既知細菌は、最大のレプリコンである主染色体に rrn が存在することから、 rrn-lacking 
chromosome (RLC) をもつ AU20 株のゲノム構造は新奇性に富む。そこで第三章では、本菌株
と近縁株のゲノム構造を比較し、RLC と rrn-plasmid から成るゲノム構造の特徴とその進化過
程について考察した。  
第一章 ダイズからの Aureimonas 属細菌の分離および分離株の系統解析  
 Aureimonas 属細菌を選択的に分離する方法は存在しなかったので、本細菌の 16S rRNA 遺伝
子を特異的に増幅するプライマーを設計し、ダイレクト PCR で判定する方法を採用した。ダ
イズの茎から細菌細胞を抽出し、塗布した Nutrient Agar 培地から得られた 768 個のコロニーを
ダイレクト PCR で判定した結果、14 の候補株が得られた。16S rRNA 遺伝子配列から、このう
ち 13 株が Aureimonas 属細菌であり、3 株が A. ureilytica 系統であったことから、群集構造解析
に基づいた目的の Aureimonas 属細菌の分離に成功した。  
 
第二章 根粒超着生遺伝型が Aureimonas 属細菌の生菌数と生息場所に与える影響  
 第一章で分離した Aureimonas sp. AU20 株をミヤコグサ野生型  Gifu B-129 および根粒超着生
変異体 har1-4 および har1-5 にミヤコグサ根粒菌とともに接種し、地上部における生菌数を培
養法 (Colony forming unit: CFU)で調べた。その結果、根粒菌接種前には、野生型と har1 変異体
で AU20 株の生菌数は変わらなかったが、根粒菌接種 30 日後には、har1 変異体における AU20
株の生菌数は野生型より有意に増加した。続いて、GUS あるいは GFP で標識した AU20 株を
ミヤコグサに接種し、野生型と har1 変異体における生息場所を観察したところ、 (1) AU20 株
は葉の気孔や水孔といった自然開口部から細胞間隙に侵入し維管束の外側に沿って増殖する
こと、 (2) har1 変異体での第一葉葉脈周辺における増殖度合は、野生型より増加する傾向が観
察された。そこで、葉脈における AU20 株由来の GUS 活性にスコアーをつけて定量的に解析
したところ、根粒菌接種前には葉脈周辺の GUS 活性は野生型と har1 変異体で変わらなかった
が、根粒菌接種 30 日後には、har1 変異体における葉脈周辺の GUS 活性は野生型よりも有意に
高いことが明らかとなった。根粒数制御機構は、根粒菌接種前には、野生型と har1 変異体で
機能していないが、根粒菌接種 30 日後には、野生型では機能している一方、har1 変異体では






第三章 Aureimonas 属細菌のゲノム構造  
 Aureimonas sp. AU20 株の全ゲノム塩基配列を次世代シーケンサーおよびサンガー法で決定
したところ、本ゲノムは 3.7 Mb から 9.4 kb まで 9 つのレプリコンから成り、唯一の rrn オペロ
ンが最小のレプリコン pAU20rrn 上に存在することが示唆された。この結果は、サザンハイブ
リダイゼーションにより確認された。pAU20rrn 上には、ダイレクトリピートであるイテロン、
DnaA box、AT rich 領域を伴う oriV と、その下流にプラスミド型複製開始タンパク質をコード
する repA 遺伝子が存在したが、分配関連遺伝子は存在しなかった。定量 PCR で pAU20rrn の
コピー数を調べたところ、対数増殖期で 21 コピー存在した。以上から、本菌株は RLC と高コ
ピーの rrn-plasmid から成るゲノム構造であることが判明し、pAU20rrn は細胞分裂時に高コピ
ープラスミドのように確率的に分配されていることが示唆された。  
 RLC と rrn-plasmid か ら 成 る ゲ ノ ム 構 造 を も つ 細 菌 の 系 統 分 布 を 調 べ る た め 、
Aurantimonacaceae 科細菌 13 菌株のゲノム構造を MiSeq およびサザンハイブリダイゼーション
により解析した。13 菌株は、AU20 株と 16S rRNA 遺伝子が 99％一致し、異なる 3 つの分離源
から得られた 4 菌株を含む。ハウスキーピング遺伝子  (dnaK、 rpoB、 rpoC、  atpD、gyrB) に
基づく系統樹の樹形は、16S rRNA 遺伝子配列の系統樹とは矛盾しないが、A. ureilytica 系統で
は分離源によってクレードに分かれた。続いて、 rrn の存在するコンティグを調べたところ、
A. ureilytica 系統において、9.4-9.9 kb の環状となるコンティグにのみ rrn が存在し、その他の
コンティグには rrn が存在しなかったことから、RLC と rrn-plasmid から成るゲノム構造であ
ることが判明した。いずれの rrn-plasmid 上にも oriV と repA 遺伝子が存在したが、pAU20rrn
の repA とは 99％あるいは 76％のアミノ酸配列相同性を示し、2 つのタイプに分かれることが
明らかとなった。また、 rrn-plasmid には接合伝達に必要なシス因子である oriT 様配列が存在
した。一方、A. ureilytica 系統以外の Aurantimonadaceae 科細菌のゲノムには 3-4 コピーの rrn
オペロンが存在し、このうち 1 つは染色体複製開始点  (oriC) 下流に存在すると推定されたこ




た。以上から、高コピーの可動性プラスミドが A. ureilytica 系統の共通祖先にもたらされ、染
色体上の rrn が転座することで高コピーの rrn-plasmid が誕生したことが示唆された。また、




 本研究では、マメ科植物より A. ureilytica 系統である Aureimonas sp. AU20 株の単離に成功し、
非根粒菌とマメ科植物の根粒数制御機構を介した新たな植物相互作用が存在することを明ら
かとした。また、AU20 株を始めとする A. ureilytica 系統は、RLC と rrn-plasmid から成るゲノ
ム構造をもつことを示し、細菌ゲノムはこれまで考えられていた以上に可塑性に富むことを明
らかとした。  
 第二章と第三章から、A. ureilytica 系統の植物共生とゲノム構造における特徴が明らかとな
ったが、現時点ではそれぞれの関連性は不明である。たとえば根粒数制御機構と pAU20rrn の
コピー数の関係といった、各特徴の関連性に着目することで、本ゲノム構造をもつ利点や、根
粒数制御機構が非根粒菌の生菌数を減少させる機構の分子レベルでの解明につながるかもし
れない。  
